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Recherche et titrage des antibiotiques dons le lait 
et les produits laitiers 
Il. Utilisation de la méthode des cavités 
par J. JACQUET et Mlle N. RIQUIER 
Tout en reconnaissant l'intérêt pratique indiscutable de . la 
méthode des disques, dont l'exemple le plus remarquable est actuel­
lement la technique de GALESLOOT et HASSING (1) pour rechercher 
les antibiotiques dans le lait, nous en avons souligné précédemment 
les inconvénients et les limites (4). En 1952 (2), puis en 1953 (3), l'un 
d'entre nous a, pour un travail analogue, utilisé le procédé de petites 
cavités pratiquées dans la gélose même qui vient d'être ensemencée. 
Bien que le terme de cupules ait été employé par nous-même et par 
d'autres depuis, il convienqrait plutôt de réserver ce mot aux 
minuscules cylindres fabriqués par HEATLEY par exemple, et posés 
sur la plaque d'analyse. Par son étymologie (cupula, en Jatin, soit 
petite coupe, petit tonnelet) ce nom suggère un ustensile mobile, 
indépendant, et rajouté à la boîte de Pétri. Son emploi a été surtout 
fréquent chez les botanistes pour désigner le petit organe en forme 
de godet dans lequel vient se Joger Je fruit du gland du chêne ou la 
noisette, par exemple (*). 
L'avantage de la méthode actuellement étudiée est la possibilité 
d'examiner, non seulement, des liquides qui sont versés dans le 
réservoir creusé dans la gélose, mais aussi, des substances solides, 
telles que crème, beurre, caillés, yaourts, fromages ... 
Nous avons, alors, procédé à une étude de l'action de divers para­
mètres capables d'influencer cette technique. 
1. - Rôle du remplissage des cavités. 
L'épaisseur de gélose nutritive étant constante, nous avons 
modifié l'importance des cavités ; la quantité du ]ait qui renfermait 
(*) Il y a, d'ailleurs, toute une famille, celle des cupulifères, qui est carac­
térisée par la présence d'une cupulée cailleuse recouvrant chaque fleur femelle. 
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Sensibilité comparée aux antibiotiques selon la souche microbienne et le diamètre de la cavité. 
En ordonnée, diamètre en mm de l'auréole d'inhibition de la culture microbienne. 
En abscisses, concentration en antibiotique : en unités internationales au ml de lait de pénicilline, en µg 
au ml pour les autres substances. 
A. - CAVITÉS DE 22 MM DE DIAMÈTRE ET PÉNICILLINE G. 
1. - Germe-test : Bacillus stearothermophilus var. calidolactis. 
2. - Staphylococcus aureus souche Oxford. 
3. - Sarcina lutea. 
B. - CAVITÉS DE 10 MM DE DIAMÈTRE. Souche test: B. stearothermophilus. 
4. - Auréomycine. 
5. - Terramycine. 
6. - Streptomycine. 
7. - Pénicilline G. 
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des antibiotiques étant, elle-même, fixe, la variation portait, en fin 
de compte, sur la façon dont chaque petite fosse était garnie. 
Nous avons obtenu les mesures suivantes, la première ligne indi­
quant le diamètre des cavités, et la seconde la taiJle des auréoles 
d'inhibition, en mm (germe-test : Bacillus stearothermophilus). 
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On peut en conclure qu'il est nécessaire de remplir les perforations 
de la gélose pour obtenir la meilleure sensibilité. 
Il. - Rôle du diamètre des ca"ités. 
Ce premier point étant établi, nous avons tenté de trouver le point 
optimal pour une cavité d'une capacité de 0,6 ml, alors que le rapport 
« épaisseur de gélose-diamètre de cavité n changeait, de façon à 
assurer constamment la plénitude des excavations. Des nombres 
alignés ci-dessous, on tire la conclusion qu'une large ca"ité a"ec une 
faible épaisseur de gélose accroît la sensibilité. La première ligne 
correspond à la même variable qu'au paragraphe précédent; la 
deuxième donne l'épaisseur de la gélose en mm; la troisième indique 
la taille des anneaux d'inhibition pour un lait qui renfermait 2 U. 1. 
de pénicilline par ml, enfin la dernière pour un produit contenant 
2 µ.g de streptomycine par ml. 
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II 1. - Rôle de la taille et de la nature des boîtes de Pétri. 
Avec de petites fosses cylindriques creusées dans la gélose, nous 
avons utilisé des boîtes de Pétri en verre de 7 et 9,5 cm de diamètre; 
de 9,5 cm de diamètre, en plastique. 
Nous avons obtenu, pour les mêmes concentrations d'antibio­
tiques, très exactement les mêmes halos. 
IV. - Fidélité de la méthode. 
Nous avons placé dans 40 boites de Pétri, toujours ensemencées 
avec le même Bacillus, un échantillon qui renfermait une teneur 
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FIG. II 
Sensibilité comparée de trois espèces microbiennes à trois antibiotiques par la méthode des cavités (dia-
mètre : 22 mm). 
1. - Auréomycine-Germe test : Bacillus stearothermophilus. 
2. - Auréomycine-Germe test : Sarcina lutea. 
3. - Auréomycine-Germe test : Staphylococcus aureus. 
4. - Streptomycine-Germe test : Sarcina lutea. 
5. - Streptomycine-Germe test : Bacillus stearothermophilus. 
6. - Streptomycine-Germe test : Staphylococcus aureus. 
7. - Terramycine-Germe test : Bacillus stearothermophilus. 
8. - Terramycine-Germe test : Staphylococcus aureus. 
9. - Terramycine-Germe test : Sarcina lutea. 
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invariable de 0, 1 U. 1. de pénicilline par ml, donc une concentration 
nettement plus faible que ce que nous avions fait avec les disques (5 ). 
Nous avons obtenu 33 auréoles, soit 82,5 p. 100 des résultats, qui 
avaient une dimension de 12 mm, correspondant à la teneur parfaite­
ment exacte; 5, soit 12,5 p.AOO, mesuraient 11 mm (teneur estimée 
à 0,08 U. 1. de pénicilline par ml ; 5 également atteignaient 13 mm, 
soit une valeur de 0,14 U. 1. par ml. Mais 100 p. 100 de nos obser­
vations restaient dans l'intervalle que nous avions admis (lecture 
à± 1 mm près). 
Avec des richesses encore plus faibles (0,02 U. 1. de pénicilline par 
ml) sur 22 essais, nous observons 18 résultats (soit 81,8 p. 100) avec 
une taille de halo de 19 mm (0,02 U. 1. par ml retrouvés) - 2, 
avec 18 mm, soit 9,9 p. 100, donnant une concentration de 0,026 U. 1. 
au ml et 2 avec 20 mm, soit, une appréciation rapportée à 0,014 U. 1. 
par ml de lait. Mais, là encore, 100 p. 100 de nos lectures sont situées 
dans l'intervalle défini, par suite d'une certaine imprécision des 
lectures. 
La reproduction des résultats est donc considérablement mieux 
assurée avec la méthode des cavités qu'avec l'emploi de disques. 
V. - Sensibilité de la méthode et choix du germe-test. 
Nous avons comparé trois bactéries et 4 antibiotiques. Les taux 
minimaux détectables en U. 1. par ml pour la pénicilline et en µg 
par ml pour les autres substances, sont représentés dans le tableau 1. 
TABLEAU 1 
Sensibilité comparée aux principaux antibiotiques 
de quatre sondes microbiennes 
Antibiotique Staphylococcus Sarcina Bacillus stearo-a ure us lutea thermophilus 
Pénicilline G ... de 0,05 à 0,01 0,25 de 0,000 1 à 0,000 05 
Streptomycine 1 de 0,5 à 0,1 de 0,5 à 0,3 
Auréomycine .. 0,5 de 0,5 à 0,1 de 0,05 à 0,1 
Terramycine . . de 0,5 à 0,1 de 5 à1 0,1 
Presque toujours, Ja finesse maximale est obtenue avec Bacillus 
stearothermophuus, sauf pour la streptomycine où Sarcina lutea est 
légèrement plus efficace. Mais, on constate, dans l'ensemble, que 
par la diffusion à partir de cavités, on arrive à une efficience aussi 
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remarquable que par la biophotométrie, autrement plus compliquée 
et onéreuse. 
VI. - Interférence d'autres antimicrobiens. 
Une sensibilité aussi grande peut, parfois devenir un inconvénient, 
dans la mesure où l'inhibition de Ja culture n'est pas spécifique, et 
peut être provoquée par tout autre substance à action antimicro­
bienne, pourvu qu'elle soit suffisamment active. C'est ainsi qu' Au­
CLAIR décèle avec le même Bacillus, les lacténines du lait cru en se 
servant de disques. Si on veut les éviter, il faut donc porter le lait 
avant analyse à 750 C pendant 10 mn. Quant aux antiseptiques, 
leur àction fait l'objet du tableau II. Les plus dangereux sont les 
ammoniums quaternaires, dont l'emploi doit être constamment 
proscrit pour tout ce qui a trait au lait. Un mauvais rinçage expo­
serait à des actions antibactériennes évidentes. Que dire de l'adjonc­
tion volontaire qui pourrait être faite pour obtenir un meilleur 
paiement, à partir du moment où l'on fonde, au moins en partie 
celui-ci, sur une épreuve d'incubation avec réduction d'un colorant. 
TABLEAU II 
Action inhibitrice de dérivés antiseptiques sur Bacillus stearothermophilus 
Antiseptique 
eau de javel ........... . 
Eau oxygénée à 10 volumes 
Formol à 40 % 
Bichromate de potassium 
Bichlorure mercurique ... . 
Teepol .............. . 
��f i�hy.dr�.t� · ·d� ·d�dé�yl: 
diméthyl benzylammo-
nium ................ . 
Bromure de lauryl-dimé­
thylbenzyl ammonium . 
Dilution minimale Concentration minimale 
inhibitrice de la inhibitrice exprimée en 
solution commerciale substance active par litre 
2 à 5 % 1% 0,2 °/oo 
2 à 5 °/oo 5 à 10 °/oo 
2,5 °/oo 
0,5 °/oo 
20 à 50 ml 
10 
0,2 ml 
1,5 à 2 g 
1 à 5 mg 
2 à 5 ml 
5 à 10 ml 
12,5 à 31,2 mg 
50 à 83 mg 
On remarque, aussi, qu'à la concentration habituellement recom­
mandée pour conserver les échantillons, le bichromate de potassium 
n'interfère pas et permet donc la réalisation des analyses, si celle-ci 
est assez rapide pour que les antibiotiques se soient conservés. 
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VII. - Méthode de détection courante. 
L'emploi de larges cavités dans une gélose en couche mince por­
tant la sensibilité au maximum permet la recherche très fine des 
antimicrobiens, dont les antibiotiques. Mais, dans le contrôle quoti­
dien, on n'a pas besoin d'une telle sensibilité qui est, au contraire, 
plutôt gênante. Nous avons donc, parallèlement pratiqué des perfo­
rations de plus faible diamètre (10 mm) dans une gélose plus épaisse 
(6 mm). Chaque fosse contient 0,5 ml de lait et l'on décèle alors : 
de 0,01 à 0,005 U. 1. de pénicilline par ml de lait; 
de 5 à 1 µg de streptomycine par ml ; 
0,5 µg par ml d'améomycine ou de terramycine. 
II est, enfin, possible d'analyser au moins 10 échantillons par 
boîte de 9,5 cm de diamètre, ce qui permet de grandes séries en 
abaissant fortement le prix de revient qui devient alors compétitif. 
L'utilisation de grandes plaques gélosées, comme celles de KaAACK 
et TOLLE est également possible. La finesse de lecture pourrait être 
améliorée, comme pour le contrôle des antibiotiques, grâce à un 
appareil de lecture du type Dokumator Zeiss par exemple. 
VI II. - Expression des résultats. 
Elle ne présente aucune difficulté, lorsque l'on connaît l'anti­
biotique en cause, et on peut, à l'aide de courbes étalon comme 
celles des figures I et 11, estimer, avec suffisamment de précision, 
la quantité existante. Mais, dans la pratique, on ignore à quelJe 
substance on a affaire. On pourrait, évidemment, déterminer la 
pénicilline et la streptomycine par contre-épreuves du même 
échantillon auquel on aurait ajouté, soit de la pénicillinase, soit 
de la streptomycinase. Pour les autres substances, les moyens 
de diagnose sont beaucoup plus difficiles à utiliser. Mais 
la question devient tout-à-fait délicate avec les mélanges d'anti­
biotiques, dont l'emploi est général et dont certains peuvent 
interférer dans le dosage microbiologique même, ou avec la 
présence d'autres composants comme les sulfamides. Le mieux 
est, aJors, d'exprimer, dans tous les cas, la teneur en antibio­
tique comme s'il s'agissait constamment de la seule pénicilline, 
en unités au ml de cet antibiotique pris comme type, et bien 
que la vitesse de diffusion et l'action inhibitrice sur B. stearo­
thermophilus soit variable avec chaque médicament. 
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FIG. III. - Sensibilité de la souche de B. stearothermophilus, var. calidolactis à divers antiseptiques. Cavités 
de 22 mm de diamètre. 
En ordonnées diamètre en mm de l'auréole d'inhibition. 
En abscisses, concentration en antiseptique. 
1. - Formol à 30 % en ml par litre de lait. 
2. - Teepol en ml par litre de lait. 
3. - Eau oxygénée à 10 volumes en ml par litre de lait. 
4. - Sapol en ml par litre de lait. 
5. - Eau de javel à 18° chlorométriques en ml par litre de lait. 
6. - Bichrom{lte de potassium en g par l de lait. 
7. - Chlorure mercurique, en mg par litre de lait. 
8. - Chlorhydrate de dodécyldiméthylbenzylammonium en mg par litre de lait. 
9. - Bromure de lauryldiméthylbenzylammonium en mg par litre de lait. 
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CONCLUSIONS 
La méthode de difTusion en gélose à partir de petites cavités per­
forées dans la masse présente un certain nombre d'avantages : 
- sensibilité graduée qui peut atteindre 10 fois celle de la tech­
nique des disques selon GALESLOOT et HASSING, c'est-à-dire une 
finesse tout à fait remarquable ; 
- possibilité d'analyser directement des produits solides (pou­
dres, crèmes, beurres, laits coagulés, caillés, fromages) au même titre 
que des liquides ; 
- sa reproductibilité est excellente et constitue, de ce point de 
vue, une amélioration par rapport à la technique des disques ; 
- il est possible de la régler, cependant, et de l'adapter à de très 
grandes séries d'analyse ; 
- il faut, cependant, préciser qu'elle est un peu plus délicate dans 
la manipulation des boites (remplissage des cavités - déplacement 
des boîtes pleines) et un peu plus lente (2 h 45-3 h, au lieu de 2 h 30). 
- elle se montre, enfin, d'emploi très général et convient merveil­
leusement à de nombreuses recherches et titrages, d'antibiotiques 
comme l'hamycine (Piggott et coll.) ou d'enzymes, entre autres. 
TECHNIQUE OPÉRATOIRE 
La souche-test (Bacillus stearothermophilus) est incubée à 55° C 
pendant 17 h dans un bouillon de composition précisée ci-des­
sous ( *). 
A. - Analyse de sensibilité maximale. 
4 ml de cette culture sont mélangés à 20 ml de gélose nutritive 
spéciale ( • *) fondue et maintenue à 55° C. 
Après mélange, ces 24 ml sont versés dans une boîte de Pétri 
de 9,5 cm de diamètre. Après refroidissement, avec un emporte­
pièce stérile, on découpe un cylindre de gélose de 22 mm de diamètre 
( *) Tryptone 20 g 
Extrait de levure 10 g 
Glucose 0,5 g 
Eau distillée 1 000 ml 
Ajuster le pH à 7. 
(**) même composition que le bouillon nutritif ci-dessus ( *) auquel on 
ajoute de la gélose à raison de 2 %. 
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qui est enlevé avec un fi] de nichrome fort. La cavité est remplie du 
produit à analyser. Un papier filtre stérile est placé sous le couvercle 
de la boite de Pétri et celle-ci est portée à l'étuve à 55° C sans la 
retourner. 
B. - Analyse de détection courante. 
8 ml du bouillon de culture de 17 h de B. stearothermophilus sont 
mélangés avec 40 ml de gélose spéciale fondue et maintenue à 550 C. 
Après homogénéisation, le tout est versé dans une botte de Pétri 
de 9,5 cm de diamètre. 
Une ou plusieurs cavités sont alors perforées dans la gélose, selon 
les besoins. 
Le reste, comme la technique A. 
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DISCUSSION 
M. Gu1LLOT. - Je tiens à souligner l'intérêt de la communication du 
Pr. Jacquet, tant sur le plan national que sur le plan international. Sur ma 
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proposition, l'Association française de Normalisation (Clon des Produits 
laitiers) vient de mettre à son ordre du jour l'étude des méthodes de détec­
tion des antibiotiques dans le lait, étude qui sera certainement étendue sur 
le plan européen, au sein du Comité international de l'i. S. O. Cette question 
préoccupe également la C1°0 de bactériologie de la Société belge de Zymologie 
pure et appliquée, d'après les comptes rendus de. celle-ci. 
(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté 
des Sciences de Cae1', 
Centre du 36 cycle de nutrition-Sciences du Lait 
et Centre du Lait et des Viandes de l'Université de Caen) 
